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VECTHTJRS VTRATIX ET THILIS ATTON KM THTRRAPIE GRNTOTIE 

La pr&eote invention concerne de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en th&apie g&ique. Elle concerne 6galement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulifrement, la pr&ente 
5 invention concerne des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la thfrapie 
gSnique. 

La th&apie gdnique consiste k corriger une ddficience ou une anormalit6 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction dHine information g&i&que 
dans la cellule ou 1'organe affect^ Cette information g&u§tique peut etre introdurte sort 

10 in vitro dans une cellule extraite de 1'organe, la cellule modifide dtant alors rdintrodutte 
dans 1'organisme, sort directement in vivo dans le tissu appropri6. Dans ce second cas, 
diff&entes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.ViroL 1 
(1967) 891), d'ADN et de protfines nucl&ires (Kaneda et aL, Science 243 (1989) 

15 375), d'ADN et de lipides (Feigner et aL, PNAS 84 (1987) 7413), Femploi de 
liposomes (Fraley et aL, ifeioLChem. 255 (1980) 10431), etc. Plus rteemment, 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transtert de g&nes est apparu comme une 
alternative prometteuse k ces techniques physiques de transfection. A cet 6gard, 
diflffirents virus ont 6t6 testis pour leur capacity k infecter certaines populations 

20 cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adSno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus pr£sentent certaines propri6t£s interessantes 
pour une utilisation en therapie g&ique. Notamment, ils ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables (finfecter des cellules quiescentes, ne s'intggrcnt pas au genome de 
25 la cellule infectde, et n'ont pas 6t& associfis k ce jour k des pathologies importantes 
chezlliomme. 

Les adenovirus sont des virus k ADN double brin lineaire d'une taille de 36 kb 
enviroa Leur genome comprend notamment une sequence inversee r6p&6e (TTR) k 
leur extrdmite, une sequence d'encapsidation, des g£nes precoces et des g&nes tardifi 
30 (Cf figure 1). Les principaux gfenes precoces sont les gSnes El (Ela et Elb), E2, E3 et 
E4. Les principaux gdnes tardifi sont les g&nes LI a L5. 

Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
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ont deji &6 utilises pour le transfert de gdnes in vivo. A cet effet, diflKrents vecteurs 
derives des adenovirus ont && prfparSs, incorporant differents g&nes (B-gal, OTC, Or 
1 AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, Faddnovirus a et6 modifi£ de 
mani&e & le rendre incapable de replication dans la cellule infectfe. Ainsi, les 
5 constructions d6crites dans Tart anterieur sont des adenovirus deletes des regions El 
(Bla et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont ins&ees les sequences 
d'ADN hteterologue (Levrero et aL, Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et aL, 
Gene SO (1986) 161). Neanmoins, les vecteurs decrits dans Tart anterieur pr6sentent 
de nombreux inconvenients qui limitent leur exploitation en therapie genique. En 
10 particulier, tous ces vecteurs component de nombreux gdnes viraux dont l'expression 
in vivo n'est pas souhaitable dans le cadre d"une therapie genique. De plus, ces vecteurs 
ne permettent pas Incorporation de fragments d'ADN de tris grande taille, qui 
peuvent €tre necessaires pour certaines applications. 

La presente invention permet de remedier i ces inconvenients. La presente 

15 invention d6crit en effet des adenovirus recombinants pour la therapie genique, 
capables de transf&er de mani&re efficace de 1'ADN Qusqu'd. 30 kb) in vivo, d'exprimer 

h des niveau* fitev6s <fc mni\t && stable cet ADN in vivo, en limitant to ut risque de 

production de protSnes virales, de transmission du virus, de pathogenicity, etc. En 
particulier, fl. a 6t6 trouve qu r il est possible de reduire considerablement la taille du 

20 genome de I'adenovirus, sans empecher la formation d"une particule virale encapsidee. 
Ced est surprenant dans la mesure oft ft avait ete observe dans le cas d'autres virus, 
par exemple des retrovirus, que certaines sequences distribuees le long du genome 
etaient necessaires pour une encapsidation efficace des particules virales. De ce fait, la 
realisation de vecteurs poss&lant dimportantes deletions internes etait fbrtement 

25 limitee. La presente invention montre egalement que la suppression de I'essentiel des 
genes viraux n'empeche pas non plus la formation d'une telle particule virale. De plus, 
les adenovirus recombinants ainsi obtenus conservent, en depit des modifications 
importantes de leur structure genomique, leurs proprietes avantageuses de fort 
pouvoir infectieux, de stabilhe in vivo, etc. 

30 Les vecteurs de I'invention sont particuli&rement avantageux puisqulls 

permettent Kncorporation de sequences d'ADN desirees de tres grande taille. D est 
ainsi possible dfoserer un g£ne d'une longueur superieure i 30 kb. Ced est 
particuli&rement interessant pour certaines pathologies dont le traitement necessite la 
co-expression de plusieurs g£nes, ou l'expression de tr&s grands g&nes. Ainsi par 
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exemple, dans le cas de la dystrophic musculaire, 3 n'dtait pas possible jusqu'A present 
de transferer l'ADNc coirespondant au g£ne natif responsable de cette pathologie 
(gine de la dystrophine) en ndson de sa grande taille (14 kb). 

Les vecteurs de Hnvention sont egalement txbs ayantageux puisqu'ils 
5 poss^dent tr&s peu de regions virales fbnctionnelles et que, de ce fait, les risques 
inherents k rutflisation de virus comme vecteurs en therapie gdniqiie tels que 
l?mmunog6nich6, la pathogenic^ la transmission, la replication, la recombinaison, etc 
sont fbrtement reduits voire supprim&. 

La presente invention fournit ainsi des vecteurs viraux particuli&remeot 
10 adapts autransfertet 4 Texpression in \ivode sequence 

Un premier objet de la presente invention concerne done un adenovirus 
recombinant d£fectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 
15 -une sequence d'ADNheteroIogue, 

et dans lequel : 

- le gdne El est non fbnctionnel et 

- au moins un des g£nes E2, E4, Ll-LS est non fonctionneL 

Au sens de la presente invention, le tenne "adenovirus defectif d&igne un 
20 adenovirus incapable de se repliquer de fefon autonome dans la cellule cible. 
Generalement, le genome des adenovirus defectifs selon la presente invention est done 
depourvu au moins des sequences necessaires k la replication dudit virus dans la cellule 
infectee. Ces regions peuvent Stre soft efiminees (en tout ou en partie), soft rendues 
non-fbnctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et notamment par la 
25 sequence d'ADN heterologue. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent l f origine de replication des 
adenovirus. EUes sont localis£es aux extremit6s 3' et 5' du genome viral (Cf figure 1), 
d'oft dies peuvent £tre isoiees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moieculaire connues de rhomme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
30 ITR des adenovirus humains (en paiticulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
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Conceraant I'ad&ioviius Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond k la 
region comprenant les nucleotides 1 k 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est n&essaire 
5 k l'encapsidation de VADN viraL Cette region doit done €tre pr6sente pour permettre la 
preparation d'adenovirus recombinants d&ectifs selon Invention. La sequence 
d'encapsidation est Iocalisee dans le genome des adenovirus, entre ITTR gauche (5 1 ) et 
le g&ne El (Cf figure 1). EUe peut etre isolee ou synthetisee artificiellement par les 
techniques classiques de biologie moleculaire. La sequence nucldotidiques de la 
sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est decrite dans la lhterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 
et CAV2). Concernant 1'adenovirus AdS par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond k la region comprenant les nucleotides 1941 358 du genome. 

II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les propri&es 
varient quelque peu. Ndanmoins, ces virus presentent une organisation gen£tique 
comparable, et les enseignepients decrits dans la presente demande peuvent etre 
ats6mfmt repn>duits par fho mme du metier pour tout type d'ade novirus. 

Les adenovirus de ilnvention peuvent etre d'origine humaine, animale, ou 
mixte (humaine et animale). 

Concernant les adenovirus d'origine humaine, on prdf&re utiliser ceux classes 
dans le groupe C. Plus preferentiellement, parmi les difierents serotypes d'adenovirus 
humain, on pr£f£re utiliser dans le cadre de la pr&ente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

Comme indique plus haut, les adenovirus de Invention peuvent egalement 
gtre d'origine animate, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qulls sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesqudles ils ont ete testes 
(Cf demande FR 93 0S9S4). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans~compl6ment6s par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui eiimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d*un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d*une particule 
infectieuse. L'utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 
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done particuli&rement avantageuse puisque les risques inhSrents k rutiiisation de virus 
comme vecteurs en therapie gfinique sont encore plus fexbles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la prfaente 
invention peuvent 6tre d'origine canine; bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et aL, 

5 Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 
Plus particulierement, parmiles adenovirus aviaires, on peut dter les serotypes 1 k 10 
accessibles k 1'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Fortes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 

10 souches r6fiSrenc£es ATCC VR-831 k 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 
utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles k l'ATCC (types 
1 k 8) sous les rtf&encesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
6galement dter les adenovirus murins EL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC YR- 
528), Tadenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 

15 1'adenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tds que notamment les 
adenovirus references k l'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

he pr^fo-piu^ animal e p on utilise 

dans le cadre de invention des adenovirus ou des regions d'adenovirus d'origine 

20 canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhnttan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fiut l'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans Tart anterieur (Spibey et al., J. Gen. 
ViroL 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete dones 

25 et sequences (voir notamment Spibey et aL, Virus Res. 14 (1989) 241; Iirme, Virus 
Res. 23 (1992) 1 19, WO 91/11525). 

Comme indique ri-avant, les adenovirus de la presente invention comportent 
une sequence d'ADN heterologue. La sequence d'ADN heterologue designe toute 
sequence d'ADN introduite dans le virus recombinant, dont le transfert et/ou 
30 regression dans la cellule cible est recherchee. 

En particulier, la sequence d'ADN heterologue peut comporter un ou 
plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides 
antigeniques. 
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Les g&aes thdrapeutiques qui peuvent ainsi Stre transf&res sont tout gdne dont 
la transcription et £ventuellement la traduction dans la cellule dble g&ifcrent des 
produits ayant un effet therapeutique. 

II peut s'agir en particulier de g&ies codant pour des produits prot&ques 
5 ayant un effet therapeutique. Le produit prot&que ainsi code peut £tre une protfine, 
un peptide, un adde amin£, etc. Ce produit prot&que peut 6tre homologue vis-i-vis de 
la' cellule dble (c'est-i-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule 
dble lorsque celle-d ne pr&ente aucune patbologie). Dans ce cas, regression dhroe 
protfine pennet par exemple de pallier une expression insufiSsante dans la cellule ou 
10 Texpression d*une proline inactive ou fiublement active en raison d*une modification, 
ou encore de surexprimer ladite proline. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d r une protfine cellulaire, ayant une stability accrue, une activity modiftee, 
etc. Le produit prot&que peut 6galement etre h£t£rologue vis-i-vis de la cellule dble. 
Dans ce cas, une protfine exprimee peut par exemple complete ou apporter une 
15 activity dfifidente dans la cellule hii permettant de lutter contre une pathologie. 

Parmi les produits thfrapeutiques au sens de la pr&ente invention, on peut 
dter plus particulfcremeut les enzymes, les d&ivds sanguins, les hormones, les 

lymphoaae s : in t erleuk inesrinterfeo ns, TNF, etc (FR 02 0 31 20) , les fa c teurs de 

croissance, les neurotransmetteurs ou Ieurs precurseurs ou enzymes de synthase, les 
20 facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; 
les apoBpoprotfines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (ER 93 05125), la dystrophine ou 
une minidystrophine (FR 9111947), les gtoes suppresseurs de tumours : p53, Rb, 
RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les gfenes codant pour des fecteurs impliqu6s 
dans la coagulation : Facteurs VII, Vm, IX, etc. 

25 Le g£ne therapeutique peut 6galement etre un g£ne ou une sequence antisens, 

dont regression dans la cellule dble permet de contrdler Fexpression de g&nes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple €tre 
transcrites, dans la cellule dble, en ARN compl&nentaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en protfine, selon la technique decrite dans le brevet EP 

30 140 308. 

Comme indique plus haut, la sequence d'ADN hdtdrologue peut egalement 
comporter un ou plusieurs g&nes codant pour un peptide antigenique, capable de 
generer chez Fhomme une reponse immiinitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, Tinvention permet done la realisation de vacdns permettant d'immuniser 
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Fhomme, notamment contrc des microorganismes ou des virus. II peut s'agir 
notamment de peptides antiglniques sp6cifiques du virus d'epstein ban; du virus HIV, 
du vims de Hepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore 
sp&ifiques de tumeurs (EP 259 212). 

5 G&i&alement, la sequence d'ADN h&6rologue comprend ^galement des 

sequences permettant 1'expression du g&ne th&apeutique et/ou du gtoe codant pour le 
peptide antigdnique dans la cellule infectle. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de l'expression du gene consid&6 lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infect6e. H peut 6galement s'agir de 

10 sequences d'origine diff&enle (responsables de ['expression d'autres protfines, ou 
m&ne syoth&iques). Notamment, il peut s 1 agir de sequences promotrices de g&nes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
g&ome de la cellule que Ton d&ire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d*un virus, y compris l'ad6noviru$ utilise. A cet 6gard, 

15 on peut citer par exemple les promoteurs des g&ies El A, MLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces sequences (Texpr^ssion peuvent etre modifiees par addition de sequences 

tfacrtvation, de r^gulat™*, etc Par aiHeiirs, lorsque le g&ne insure ne comporte pas de 

sequences d'expression, il peut etre insere dans le gdnome du virus defectif en aval 
d"une telle sequence. 

20 Par ailleurs, la sequence d'ADN heterologue peut 6galement comporter, en 

particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetic dans les voies de s&retion de la cellule dble. Cette sequence 
signal peut Stre la sequence signal naturelle du produit therapeutique^ mais il peut 
6galement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal . 

25 artificielle. 

Comme indiquS ci-avant, les vecteurs de l f invention poss&dent au moins hin 
des g£nes E2, E4, L1-L5 non fonctionneL Le g&ne viral considdrg peut €tre rendu non 
fonctionnel par toute technique connue de lliomme du metier, et notamment par 
suppression, substitution, dfl&ion, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les 
30 g&nes consid£r£s. De telles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de l'ADN 
isote) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du g£nie gdn&ique, ou encore 
par traitement au moyen d'agents mutag&nes. 

Parmi les agents mutagenes, on peut citer par exemple les agents physiques 
tels que les rayonnements 6nergetiques (rayons X, g, ultra violet, etc.), ou les agents 
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rJiimiqn<»fi capables de r6agir avec difierents groupements fbnctionnels des bases de 
PADN, et par exemple les agents alkylants [6thjdm6thane sulfonate (EMS), N-m&hyl- 
N-nitro-N-nitrosoguaridine, N-nitro quinoieine- 1 -oxyde (NQO)], les agents 
bialkyiants, les agents intercalants, etc. 

5 Par deletion oa entend au sens de rinvention toute suppression du gbae 

considdre. II peut s'agir notamment de tout ou partie de la region codante dudh g&ne, 
et/ou de tout ou partie de la region promotrice de la transcription dudit gfine. La 
suppression peut £tre effectu6e par digestion au moyen d'enzymes de restriction 
appropri&s, puis ligature, selon les techniques classiques de biologie mol&ulaire, ainsi 

10 qu*illustr6 dans les exemples. 

Les modifications gendtiques peuvent dgalement etre obtemies par disruption 
genique, par exemple selon le protocole initialement ddcrit par Rothstein [Meth. 
EnzymoL lfli (1983) 202]. Dans ce cas, tout ou partie de la sequence codante est 
prdferenfiellement perturb6e pour permettre le remplacement, par lecombi-naison 

15 homologue, de la sequence gdnomique par une sequence non fonctionnelle ou 
mutante. 

La ou lesdites modifications gdnetiques peuvent Stre localis&s dans la partie 
codante du gfae ooncem e, ou en deho i y de la re gion codant e, et pa r ex empl e dansJes_ 
regions responsables de l'expression et/ou de la regulation transcriptiondle desdits 

20 g&nes. Le caract&re non fonctionnel desdits g£nes peut done se manifester par la 
production d*une prot&ne inactive en raison de modifications structurales ou 
conformationelles, par l f absence de production, par la production d*une protfinee ayant 
une activity alteree, ou encore par la production de la protfine naturelle i un niveau 
attenue ou selon un mode de regulation desire. 

25 Far ailleurs, certaines alterations telles que des mutations ponctuelles sont par 

nature capables d'etre corrig£es ou att£nu£es par des m£canismes cellulaires. De telles 
alterations g£n£tiques ont alors un int&St limits au niveau industries II est done 
particuli^rement pr£fere que le caractere non fonctionnel soit pai&itement stable 
segregationellement et/ou non-reversible. . 

30 De preference, le g£ne est non fonctionnel en raison d*une deletion partidle 

outotale. 

Preferentiellement, les adenovirus recombinants defectifs de Invention sont 
ddpourvus de genes tardifs d'adlnovirus. 

Un mode particulierement avantageux de rinvention consiste en un 
35 adenovirus recombinant defectif comprenant : 
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- les sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region portant le gine ou une partie du g&ne E2. 

5 Un autre mode particulterement avantageux de Hnvention consiste en un 

adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence pennettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN hiterologue, et 

10 - une region portant le g&ne ou une partie du g&ne E4. 

Toujours dans un mode particulierement avantageux, les vecteurs de 
Finvention poss&dent en outre un g&ne E3 fonctionnd sous controle dhin promoteur 
heterologue. Pius preferentiellement, les vecteurs possSdent une partie du g£ne E3 
permettant l'expression de la proline gpl9K. 

15 Les adenovirus recombinants d6fectifs selon Invention peuvent Stre prepares 

de difffirentes fayons. 

Une premifere methode consiste k transfecter 1'ADN du vi ms recombinant 
defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une lignee 
cellulaire comp&ente, c'est-i-dire portant en trans toutes les fonctions ndcessaires k la 

20 complementation du virus defectif Ces fonctions sont pref&entiellement integr^es 
dans le genome de la cellule, ce qui permet d'eviter les risques de recombinaison, et 
conf&re une stabilhe accrue k la lignee cellulaire. La preparation de telles lignees 
cellulaires est decrite dans les exemples. 

Une seconde approche consiste k co-transfecter dans une lignee cellulaire 

25 apppropriee 1'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro (soit par ligature, 
soit sous forme de plasmide) et l'ADN d*un virus helper. Selon cette methode, il n'est 
pas necessaire de disposer d*une lignee cellulaire competente capable de complementer 
toutes les fonctions defectives de 1'adenovirus recombinant Une partie de ces 
fonctions est en effet complementee par le virus helper. Ce virus helper doit lui-meme 

30 etre defectif et la lignee cellulaire porte en trans les fonctions necessaires k sa 
complementation. La preparation ^adenovirus recombinants defectife de invention 
selon cette methode est egalement illustree dans les exemples. 
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Parmi les lign&s cellulaires utilisables dans le cadre de cette seconde 
approche, on pent titer notamment la lign£e de rein embryoimaire hiimain 293, les 
cellules KB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont r&up&^s, purifies et 
5 amplifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

La prfeente invention concerne done aussi les ligntes cellulaires infectables 
par les adenovirus, comprenant, integrtes dans leur genome, les fbnetions n&essaires 
k la complementation d*un adenovirus recombinant defectif tel que d&rit 
precedemment En particulier, die concerne les lign£es cellulaires comportant, 
10 intdgrees dans leur genome, les regions El et E2 (notamment la region codant pour la 
protfine 72K), et/ou E4 et/ou le gene du rdcepteur aux glucocorticoldes. 
Prtferentiellement, ces lignees sont obtenues i partie de la lignee 293 ou gm DBP6. 

La pr&ente invention concerne egalement toute composition pbannaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants ddfectifs tds que decrits 
15 precedemment Les compositions phannaceutiques de Invention peuvent £tre 
formuiees en vue d^ine administration par voie topique, orale, parenteral, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdennique, etc. 

Prefdrentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
phannaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. H peut s'agir en 
20 particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), stdriles, 
isotoniques, ou de compositions siches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau stdrilisee ou de serum physiologique, pennettent la constitution de 
solutes injectables. 

25 Les doses de virus utilisees pour Knjection peuvent Stre adaptees en fonction 

de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologie concernee, du gene & exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une mani&re gen£rale, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10* et 10 14 pfu/ml, et de 

30 preference 10 6 & 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d*une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
ceflulaire appropriee, et mesure, generalement apris 5 jours, du nombre de plages de 
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cellules infect&s. Les techniques de determination du titre pfu dhine solution virale 
sont bien document&s dans la Iitt&ature. 

Selon la sequence d'ADN h&Srologue ins&6e, les adenovirus de llnvention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
5 incluant les maladies gdn&iques (dystrophic, fibrose cystique, etc), les maladies 
neurog6g&6ratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies li&s 
aux d&ordres de la coagulation ou aux dysIipoprotSn&nies, les pathologies Ifees aux 
infections wales (hepatites, SID A, etc), etc. 

La pr&ente invention sera plus complement d6crite k l'aide des exemples 
10 qui survent, qui doivent 6tre considfr^s comme illustratifs et non lirriitatift. 

Lfeendftdgg fignres 

Figure 1 : Organisation g&i&ique de TadSnovirus AdS. La sequence complete de TAdS 
est disponible sur base de donn6es et permet i I'homme du metier de s&ectionner ou 
de aSer tout site de restriction, et ainsi dlsoler toute region du gdnome. 
15 Fi^u iH 2 rfe-regfrftet inn d e 1'fld eno vi r ns CAV 7 , so no hft Manhattan fd'ap rfes 

Spibeyetalpr6cit6). 

Figure 3 : Construction de virus ddfectifs de invention par ligature. 
Figure 4 : Construction d*un virus recombinant portant le gdne E4. 
Figure 5 : Construction d\in virus recombinant portant le gene E2. 

20 Techniqnes yftigrales de MMngifc molfculaire 

Les m&hodes classtquement utilises en biologie moldculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifiigation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cdsium, Mectrophorfcse sur gels d'agarose ou d'acrylanride, la 
purification de fragments d'ADN par fiectrofiution, les extraction de protfines au 

25 phenol ou au ph&iol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
I'&hanol ou de 1'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de Fhomme de mdtier et sont abondament ddcrites dans la litt6rature [Maniatis 
T. et aL, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel RM. et aL (eds), "Current Protocols in 

30 Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 
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Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la s&ie M13 sort 
(Torigjne commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent fitre s£par6s selon leur taOle 
par eiectrophor^se en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
5 melange phenol/chloroforme, predpites k l'ethanol puis incub&s en pr&ence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremity 5' prodminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extrdmites 3 r pro&ninentes est effectuee en presence 
10 de FADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisle selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
manage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucieotides synthetiques peut 
&re effectuee selon la methode devdoppee par Taylor et aL [Nuddc Adds Res. 12 
15 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PGR 
[Eolymerase-catalyzed £hairt Reaction, Saiki ILK et aL, Sdence 2212 (1985) 1350- 
" 1354; Mullis KLB. et Faloona F A, MetL Hnzym. 155 (1987) 335-350] peut fitre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler 11 (Perkin Elmer Cetus) selon les 
20 specifications du febricant 

La verification des sequences nudeotidiques peut €tre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et aL [Proc. Natl. Acad. ScL USA, 1± (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lignfes cellnlaires utilisfes 

25 Dans les exemples qui suivent, les ligntes cellulaires suivantes ont ou peuvent 

etre utilisees : 

- Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et aL, J. Gen. ViroL 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome de ^adenovirus humain Ad5 (12 %). 
30 - Lignee de cellules humaines KB : Issue d*un cardnome epidennique humain, 

cette lignee est accessible i I'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 
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- Lignte de cellules humaines Hda : Issue d*un carcinome de r^pithelium 
humain, cette lignSe est accessible k 1'ATCC (re£ CCL2) ainsi que les conditions 
permettant sa culture. 

- Lign6e de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
5 MDCK out &6 d&rites notamment parMacatney et al, Science 44 (1988) 9. 

- lignfe de cellules gm DBP6 (Brough et aL, Virology 190 (1992) 624). 
Cette lign& est constitute de cellules Hela portant le gfcae E2 d'addnovirus sous le 
controle du LTR de MMTV. 

io Exemgtel 

Cet exemple ddmontre la feisabilit6 d'un adenovirus recombinant ddpourvu de 
l ! essentiel des g&nes viraux. Pour cela, une s&ie de mutants de d616tion dans 
I'addnovirus a 6t6 construite par ligation in vitro, et chacun de ces mutants a dte co- 
transfectg avec un virus helper dans les cellules KB. Ces cellules ne permettant pas la 

15 propagation des virus d&ectifs pour El, la transcompl&nentafion porte sur la region 

ET — — 

Les difiSrents mutants de deletion ont €t6 prSparfe k partir de Taddnovims 
Ad5 par digestion puis ligation in vitro. Pour cela, l'ADN viral d'AdS est isote selon la 
technique d&rite par Iipp et al. (L ViroL 63 (1989) 5133), soumis k digestion en 

20 pr&ence de difl&rentes enzymes de restriction (Cf figure 3), puis le produit de la 
digestion est ligaturS en presence de T4 DNA ligase. La taille des differents mutants de 
dfldfion est ensuite controls sur gd SDS agarose 0,8%. Ces mutants sont ensuite 
cartographies (Cf figure 3). Ces difiSrents mutants comportent les regions suivantes : 
mtl : Ligation entre les fragments d'AdS 0-20642(SauT) et (SauI)33797-35935 

25 mt2 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-19549(Ndd) et (NdeI)31089-35935 
mt3 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-10754(AatII) et (AatII)2591 5-3593 5 
mt4 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-11311(NfluT) et (MluI)24392-35935 
mt5 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-9462(SalI) et (XhoI)29791-35935 
mt6 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-5788(XhoI) et (XhoI)29791-35935 

30 mt7 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-3665(SpM) et (SpU)3 1224-35935 

Chacun des mutants prepares ci-dessus a 6t6 co-transfecte avec l'ADN viral 
de Ad.RSV0Gal (Stratford-Perricaudet et al., J.ClinJnvest. 90 (1992) 626) dans les 
cellules KB, en presence de phosphate de calcium. Les cellules ont 6t6 rfcoltees 8 



2707664 



14 

jours aprfes la transection, et les sumageants de culture ont && r6colt6s puis amplifies 
sur cellules KB jusqu'i l'obtention de stocks de SO boites pour chaque transfectioa A 
partir de chaque ichantillon, l'ADN 6pisomique a &e isold et s6par6 sur gradient de 
chlomre de c&ium. Deux bandes distinctes de vims ont 6t& observes dans chaque 
5 cas, pr$Iev6es et analyses. La plus Iourde correspond k l'ADN viral de Ad.RSVBGal, 
et la plus legere & l'ADN du virus recombinant gener6 par ligation (figure 3). Le titre 
obtenu pour cette derni&e est d'environ 10 s pfu/ml. 

Une seconde s&ie de mutants de dd&ion dans Fadlnovirus a ete construite 
par ligation in vitro selon la mSme m&hodologie. Ces difiterents mutants component 
10 les regions suivantes : 

mt8 : Ligation entre les fragments (M623(ApaI) d'Ad RSVBGal et (Apal)31909- 
35935 d'AdS. 

mt9 : Ligation entre les fragments 0-10178(BgHI) d'Ad RSVBGal et (BamHI)21562- 
35935 d"Ad5. 

15 Ces mutants, portant le g&ae LacZ sous controle du promoteur LTR du virus 

RSV, sont ensiute co-transfect& dans les cellules 293 en presence de l'ADN viral de 
H2dl808 (Weinberg et aL, J. Virol. 57 (1986) 833), qui est delete de la region E4r 
Selon cette seconde technique, la transcomplementation porte sur E4 et non plus sur 
El. Cette technique permet ainsi de gdn&er, comme d&rit ci-dessus, des virus 

20 recombinants ne possSdant comme g&ie viral que la region E4. 

Eremple 2 

Cet exemple decrit la preparation d'adenovirus recombinants d&ectifs selon 
ttnvention par co-transfection, avec un virus helper, de l'ADN du virus recombinant 
incorpor6 k un plasmide. 

25 Pour cela, un plasmide portant les ITR jointives de l'Ad5, la sequence 

d'encapsidation, le gdne E4 sous controle de son propre promoteur et, comme gfcne 
h£t6rologue, le g£ne LacZ sous controle du promoteur LTR du virus RSV a €t€ 
construit (figure 4). Ce plasmide, d&igne pE4Gal a 6t& obtenu par clonage et ligature 
des fragments suivants (voir figure 4) : 

30 - fragment HmdllL-SacII issu du plasmide pFG144 (Graham et al, EMBO J. 8 

(1989) 2077). Ce fragment porte les sequences ITR de l'Ad5 en tfite ft queue et la 
sequence d'encapsidation : fragment HindHI (34920)-SacH (352). 
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- fragment de FAd5 compris entre les sites SacII (localise au niveau de la 
pake de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la pure de bases 4245); 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites PstI (pb 32) et Sail 

(pb 34); 

5 - fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GallX d&rit dans Stratford- 

Penicaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le gene LacZ sous controle 
duLTRdu virus RSV. 

- fragment Xbal (pb 40) - Ndel (pb 2379) du plasmide pSP 72; 

- fragment Ndel (pb 31089) - Hindm (pb 34930) de i'AdS. Ce fragment 
10 localise dans l'extremitS drohe du gdnome de FAdS contient la region E4 sous controle 

de son propre promoteur. D a &6 don6 au niveau des sites Ndel (2379) du plasmide 
pSP 72 et Hindm du premier fragment 

Ce plasmide a 6t6 obtenu par clonage des diffSrents fragments dans les 
regions indiqu6es du plasmide pSP 72. H est entendu que des fragments Equivalents 
15 peuvent etre obtenus par ltomme du m&ier a partir d'autres sources. 

Le plasmide pE4Gal est ensuite co-transfecte avec l'ADN du vims H2dl808 
dans les cellules 293 en presence de phosphate de calcium. Le virus recombinant est 
ensuite pr£par£ comme d&rit dans Fexemple 1. Ce virus porte, comme sod g&ne viral, 
le g&ne E4 de l'ad&iovirus AdS (figure 4). Son genome a une taille de 12 kb environ, 
20 ce qui permet finsertion d'ADN h&6rologue de tres grande taille (jusqu'a 20 kb). 
Ainsi, lliomme du m6tier peut ais&nent remplacer le g&ne LacZ par tout autre g&ne 
thfrapeutique tels que ceux mentionnes plus haut Par ailleurs, ce virus coxnporte 
certaines sequences issues du plasmide pSP 72, qui peuvent etre 3imin6es par les 
techniques classiques de biologie mol&ulaires si necessaire. 

25 Eramplft3 

Cet exemple decrit la preparation d*un autre adenovirus recombinant defectif 
selon Knvention par co-transfection, avec un virus helper, de l'ADN du virus 
recombinant incorpore & un plasmide. 

Pour cela, un plasmide portant les ITR jointives de 1'AdS, la sequence 
30 d'encapsidation, le g&ne E2 de l'Ad2 sous controle de son propre promoteur et, comme 
g&ie h6t&ologue, le ggne LacZ sous controle du promoteur LTR du virus RSV a 6t& 
construit (figure 5). Ce plasmide, design6 p£2Gal a 6te obtenu par clonage et ligature 
des fragments suivants (voir figure 5) : 
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- fragment HindTTI-SacII issu du plasmide pFG144 (Graham et al, EMBO J. 8 
(1989) 2077). Ce fragment poite les sequences ITR de FAd5 en t&e k queue et la 
sequence d'encapsidation : fragment Hindlll (34920)-SacH (352). n a &6 cionS, avec 
le fragment suivant, au niveau des sites Hlndm (16) - PstI (32) du plasmide pSP 72. 

5 - fragment de 1'AdS compris entre les sites SacII 0ocalis6 au niveau de la 

pake de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la paire de bases 4245). Ce 
fragment a 6t& clond au niveau du site SacII du fragment pr&£dent et du site PstI (32) 
du plasmide pSP 72. 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites PstI (pb 32) et Sail 

10 (pb34); 

- fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GaQX d&rit dans Stratford- 
Penicaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment poite Ie g&ne LacZ sous controle 
du LTR du virus RS V. II a 6t6 clon6 au niveau des sites Sail (34) et Xbal du plasmide 
pSP 72. 

15 - fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites Xbal (pb 34) et 

BamHT(pb46); 

- fragment BamHI (pb 21606) - Smal (pb 27339) de l'Ad2. Ce fragment du 

gfeiome de l'Ad2 coiitient la region E2 sous controle d e son proprepromoteur. II a 6t6 — 

clong au niveau des sites BamHI (46) et EcoRV du plasmide pSP 72. 
20 - fragment EcoRV (pb 81) - Hlndm (pb 16) du plasmide pSP 72. 

Ce plasmide a 6t6 obtenu par clonage des difi&ents fragments dans les 
regions indiqu&s du plasmide pSP 72. II est entendu que des fragments Equivalents 
peuvent Stre obteniis par ITiomme du metier k partir d'autres sources. 

Le pE2Gal plasmide est ensuite co-transfect£ avec 1'ADN du virus H2dl802 
25 dfipourvu de la r6#on E2 (Rice et al. J. Virol. 56 (1985) 767) dans les cellules 293, en 
presence de phosphate de calcium. Le virus recombinant est ensuite prepaid comme 
d6crit dans l'exemple 1. Ce virus porte, comme seul gdne viral, le gdne E2 de 
Taddnovirus Ad2 (figure 5). Son genome a une taille de 12 kb environ, ce qui permet 
insertion d'ADN h&drologue de tres grande taille (jusqu'i 20 kb). Ainsi, lTiomme du 
30 mdtier peut aisement remplacer le gfcne LacZ par tout autre gene therapeutique tels 
que ceux mentionnds plus haut Par ailleurs, ce virus comporte certaines s&juences 
issues du plasmide interm&iiaire, qui peuvent etre 6Iiminees par les techniques 
classiques de biologie moleculaires si necessaire. 
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Eienrok4 

Get exeraple decrit la construction de lignees cellulaires compl&nentantes 
pour les regions El, E2 et/ou E4 des adenovirus. Ces lign&s pennettent la 
construction d'adfoovirus recombinants selon invention ddet£s pour ces regions, sans 
5 avoir recours k un virus helper. Ces virus sont obtenus par recombinaison in vivo, et 
peuvent comporter des sequences h6t6rologues importantes. 

Dans les lignees cellulaires d&rites, les regions E2 et E4, potentidlement 
cytotoxiques, sont plac&s sous Ie controle d*un promoteur inductible : le LTR de 
MMTV (Pharmacia), qui est induit par la dexam&hasone. H est entendu que d'autres 

10 promoteurs peuvent €tre utilises, et notamment des variants du LTR. de MMTV 
portant par exemple des regions hdterologues de regulation (region "enhance" 
notamment). Les lignfes de Invention sont construites par transfection des cellules 
correspondantes, en pr&ence de phosphate de calcium, parun fragment d'ADN 
portant les gfcnes indiqufe (regions d'adenovirus et/ou gene du recepteur aux 

15 glucocorticoides) sous le controle d*un promoteur de la transcription et d\m 
terminateur (site de polyad&iylation). Le terminateur peut etre soit le terminateur 

naftirel du gfne transfer so it un terminateur different comme par exemple le 

terminateur du messager prdcoce du virus SV40. Avantageusement, le fragment 
d'ADN porte £galement un g&ne permettant la selection des cellules transformtes, et 

20 par exemple le g&ne de la resistance a la g&ieticine. Le g&ne de resistance peut 
Sgalement fitre port6 par un fragment d'ADN difi&rent, co-transfect6 avec le premier. 

Apr&s transfection, les cellules tranformees sont s£lectionn6es et Ieur ADN 
estvanalys6 pour v&ifier fint^gration du fragment d'ADN dans le gdnome. 
Cette technique permet d'obtenir les lignees cellulaires survantes : 

25 1. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'AdS sous 

controle du LTR de MMTV; 

2. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'AdS sous 
controle du LTR de MMTV et le g&ie du recepteur aux glucocorticoides; 

3. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'AdS sous 
30 controle du LTR de MMTV et la region E4 sous controle du LTR de MMTV; 

4. Cellules 293 possddant le gSne de la 72K de la region E2 d'Ad5 sous 
controle du LTR de MMTV, la region E4 sous controle du LTR de MMTV, et le g&ne 
du recepteur aux glucocorticoides; 

5. Cellules 293 possedant la region E4 sous controle du LTR de MMTV; 
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6. Cellules 293 poss&dant la region £4 sous controle du LTR de MMTV et le 
gfcne du r6cepteur aux glucocorticoTdes; 

7. Cellules gm DBP6 poss&iant les regions El A et E1B sous controle de leur 
propre promo teur; 

8. Cellules gm DBP6 poss&lant les regions El A et E1B sous controle de leur 
propre promoteur et la region E4 sous controle du LTR de MMTV. 
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REVENPICATIQNS 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence pennettant l'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, 

et dans lequel le g&ie El et au moins un des genes E2, E4, Ll-LS est non fonctionneL 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu*il est d'origine 
humaine, animale, ou mixte. 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caract6ris6 en ce que les adenovirus 
d'origme faumaine sont choisis panni ceux classes dans le groupe C, de preference 
parmi les adenovirus detype2ou5 (Ad2ou Ad 5). 

4. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine animale sont choisis panni les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
ovine, porcine, aviaire et sintfenne. 

5. Adenovirus selon ftine des revendications precedentes caracterise en ce 
qull est depourvu de g£nes tardifs. 

6. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qull comprend : 

- les sequences ITR, 

- une sequence pennettant l'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region portant le g&ne ou une partie du g£ne E2. 

7. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu*il comprend : 

- les sequences ITR, 

- une sequence pennettant l'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region portant le g&ne ou une partie du g£ne E4. 

8. Adenovirus selon ftine des revendications precedentes caracterise en ce 
qu*il comprend en outre un g&ne E3 fonctionnel sous controle d*un promoteur 
heterologue. 
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9. Adenovirus seloa Fune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comporte un ou plusieurs g£nes therapeutiques 
et/ou un ou plusieurs g&nes codant pour des peptides antigdaiques. 

10. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que le gfcne 
5 th&apeutique est choisi parmi les g&ies codant pour des enzymes, des derives 

sanguine des hormones, des lymphokines (interieukines, interferons, TNF, etc), des 
facteurs de croissance, dies neurotransmetteurs ou leurs pr&airseurs ou enzymes de 
synthase, dies facteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, 
NT3, NTS, etc), des apolipoprotdines (ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc), la dystrophine 
10 ou une minidystrophine, des genes suppresseurs de tumeurs ou des genes codant pour 
des facteurs impliqu6s dans la coagulation (Facteurs VD, VIII, IX, etc). 

11. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que le g&ne 
therapeutique est un g6ne ou une sequence antisens, dont Fexpression dans la cellule 
cible pennet de controler l'expression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. 

15 12. Adenovirus seldn la revendication 9 caracterise en ce que le gfcne code 

pourun p e pti de antigeniq u e capable -de^enfcer ohez flio mme u ne r e pon se immunif a ire 

centre des microorganismes ou des virus. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le g&ne code 
pour un peptide antigenique specifique du virus d'epstein barr, du virus HIV, du virus 

20 de fhepatite B, du virus de la pseudo-rage, ou encore specifique de tumeurs. 

14. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des sequences permettant 
Fexpression du g£ne therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide antigenique 
dans la cellule infectee. 

25 15. Adenovirus selon Pune des revendications precedentes caracterise en ce 

que la sequence d'ADN heterologue comprend, en amont du g&ne therapeutique, une 
sequence signal dirigeant le produit therapeutique synthetise dans les voies de 
secretion de la cellule dble. 

16. Lignee cellulaire infectable par un adenovirus comprenant, integrees dans 
30 son genome, les fractions necessaires a la complementation d*un adenovirus 
recombinant defectif selon ftine des revendications 1 a 15. 
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17. Lignfe cellulaire selon la revendication 16 caractdris6e en ce qu'elle 
comporte dans son genome au moins les genes El et E2 d*un adenovirus. 

18. Lignee cellulaire selon la revendicadon 17 caract6ris6e en ce qu'dle 
comporte en outre le gdne E4 d*un adenovirus. 

5 19. Lignee cellulaire selon la revendicadon 16 caract&is6e en ce qu'elle 

comporte dans son genome au moins les g&nes El et E4 d*un adenovirus. 

20. Lignee cellulaire selon les revendications 17 & 19 caracteris6e en ce qu'elle 
comporte en outre le g&ne du r6cepteur aux glucocorticoldes. 

21. Lignee cellulaire selon les revendications 17 & 20 catact£ris£e en ce que 
10 les genes E2 et E4 sont places sous le controle d*un promoteur inductible. 

22. Lignee cellulaire selon la revendicadon 21 caracteris£e en ce que le 
promoteur inductible est le promoteur LTR de MMTV. 

23. Lignee cellulaire* selon les revendications 17 a 22 catacterisSe en ce que le 

15 24. Lignee cellulaire selon les revendications 16 & 23 catact£ris£e en ce qu'elle 

est obtenue i partir de la lignee 293. 

25. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon hine des revendications 1 i 15. 

26. Composition pharmaceutique selon la revendicadon 25 comprenant un 
20 adenovirus recombinant selon hine des revendications 5 i 7. 

27. Composition pharmaceutique selon les revendications 25 ou 26 
comprenant un vehicule phannaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable. 
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